










































































































肝実質細 胞は三次元 培養 を行うことで高密 度培養 が可能であるため 、三次 元担体 を用いる方法を始めとした
培養法 が検 討され ている。また、旋 回培養 などの特別 な培養法 を用 いることにより、スフェロイドと呼 ばれる肝
実質細胞 の凝 集体 が形成される。スフェロイドは比 較的肝機 能が 良好であることか ら、様 々な方法を用いての
スフェロイド作 成が行われている[11]。
これまでに、肝実質細 胞と肝非実質細胞 とを混合培養することで 、肝非 実質細 胞が生 産する細胞間基質様の
物質 や液性因子 により肝実質細胞の増 殖能 や肝機能 を高 めるとの報告 が あり[12,13]、バ イオ人工肝臓への応
用 が期 待されている。しか し、バイオ人工 肝臓へ 応用する際、リアクター 内の体積 は限 られているため、数種類
の細胞 を含 むcrudeな肝非実 質細 胞群か ら効果 のある細胞 種を選 択することが 重要となる。
肝 非実質細胞 のひとつである肝星細胞 はdisse腔に存在 し、容積 では肝臓 の1.4～1.9%、細胞数 では5～8%
を占める。正常肝 の肝星細胞 はビタミンAを含む脂肪滴を有 しその増 殖 は穏 やかであるが 、傷害肝 中や単離 し
た肝星細胞 は活性 化し、筋線 維芽細胞 に形 質転換する。また、肝星 細胞 は細胞 外マトリックスを産 生し、
transforminggrowthfactor(TGF)-a.一(3.interleukin-6(IL-6).tumornecrosisfactor(TNF)-a.hepatocyte
growthfactor(HGF)等の生理 活性物 質 についても産生す ることが報告 されている[14,15,16]。そこで、第1章に
おいて肝 非実質細胞 の 中でも、特 に肝星細 胞 に注 目し肝実 質細胞 と肝星 細胞 の共培養 について検討した。
培養基 材の検 討ではポリウレタンフォー ム(PUF)上でスフェロイドを作 成[17]、ポリビニルポルマール
(PVF)[18]、セル ロース製の 多孔質担 体上 で、肝実質細 胞の培養 法 が検討 され ており、良好な結果 が得られて
いる。日本では、まだ、ヒトに対する検討を行 っていないが 、動物 実験 では良好な成績 を残している[19,20]。ま
た、アメ1丿力ではCirceBiomedical社によって、ブタ肝実 質細 胞を用 いたhollowfiberによる人工肝 臓システムであ
るHepatoAssist°が開発されている。このシステム は既に安全性試 験が 終 了し、生存期 待値 が20%以下 の重篤
患者 に適 用されている。
以上 のように、バイオ人工肝臓 に肝実質 細胞を用 いるため に様 々な培 養材料 が用 いられ てきた。しか しなが
ら培 養材料 の開発 においては細胞 に対する生体適 合性が 重要 視され 、材料表 面 に機能を付加するような検討
はこれ まではあまり行 われてこなかった。また近年 、人 工肝臓 以外 にも生体 材料 と人工材料を用 いるバイオ人




















第1章 肝 星 細 胞 と の 共 培 養 に よ る 肝 実 質 細 胞 の 機 能 維 持
第1節 緒 言
肝臓 は、総細胞数の約70%を 占める実質細胞 と約30%の 非実 質細胞から成る。肝非実質細胞は肝実
質細胞に比べ極めて小型であり、その大きさは分離直後 の球形細胞で比較して、肝実質細胞のほぼ1/3
～1/5である。
肝 非実質細胞 には胆管上皮細胞や類洞壁を形成する血管内皮細胞、肝星細胞(伊東細胞)、クッパ ー
細胞 、そして結合組織の線維 芽細胞の5種 類がある。肝臓は肝実質細胞 同士の相互作用に加えて肝 組
織 を構 成する肝非実質細胞との相互作用によって同心 円状の肝小葉を形成 し機能的には多くの肝特異
的機 能や増殖能が巧み に調節されている。
Invivoにおいて、肝実質細胞 は肝非実質細胞との間に直接の細胞間接触を形成しない。そして、両細胞




る。肝組織 には基底膜 という構造 は存在 しないが 、disse腔の細胞外マト1丿ックスが多くの組織でみられる
基 底膜 に相 当すると考えられ る。そして、肝実質細胞はdisse腔で細胞外マトリックスの網 目構造に接 して
おり、この 網 目構造を介して肝実質細 胞の多くの機能 が肝非実質細胞からの影響を受けているものと考
えられる。
成熟ラット肝実質細胞のDNA合成はインスリン、EGF(epidermalgrowthfactor)、HGF(hepatocytegrowth
factor)などの増殖 因子が存在 しないと起こらない。ところが、成熟肝実質細胞を肝 非実質細胞と混合培養




混合培養が 良好な肝機能発現 に有効であることを示した[25]。しかし、バイオ人工肝臓に応用する際 、リア
クター内の体積は限られているため、数種類の細胞を含むcrudeな肝非実質細胞群から効果のある細胞
種を選択することが重要となる。
肝 非実質 細胞の ひとつである肝 星細 胞 は細胞 外マトリックスを産 生し、transforminggrowthfactor
(TGF)一α、一β、interleukin-6(IL-6)、tumornecrosisfactor(TNF)-a、HGF等の生理活性物質について
も産生することが報 告されている[14,15,16]。そこで、肝非実 質細胞の 中でも、特に肝星細胞に注 目し肝実
質細胞と肝星細胞の共培養 について検討した。
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第2節 実 験 方 法
第1項 ラット肝 実 質 細胞 の単離 および調 製
SpragueDawley系雄性ラット(体重、150～250g)を用い、Seglenのコラゲナーゼ潅流法を基本とし、肝実
質細胞を単離 した[8]。動物実験 は大阪大学大学院薬学研究科動物実験指針に沿い行った。50×g.1分
間の遠 心により得 られた沈殿を肝実質細胞画分とし血球 計算盤を用いて細胞 数を算出した。トリパンブル




第2項 星 細 胞 の 単 離 および調製
SpragueDawley系雄性ラット(体重、300～350g)を用い、Kawadaらのコラゲナーゼ/プロナーゼ消化法
に従 い、肝星細胞を単離した[26]。
第3項 細 胞 の培 養 方 法
単離 した肝実質細胞を細胞培養用プレー トに1×105cells/cm2の密度で播種 したControl、肝星細胞を
細胞培養 用プレー トに2×105celis/cm2の密度で播種 し数 日培養後 、その上か ら肝実質細胞を1×105
cells/cm2の密度 で播種 した混合培養、およびカルチャーインサー ト上に肝星細胞を2×105cells/cm2の
密度で播種 し数 日培養後、細胞培養用プレートに1×105cells/cm2の密度で播種しておいた肝実質細胞
とで、細胞 間接触を伴わない共培養を行った。
肝星細胞 は培養24時 間 目までは10%FBS添加DMEMで培養を行い、その後はHFSFで培養を行っ






































第4項 ア ル ブミン分 泌 能 の 測 定
肝 実 質細 胞 の培 養 上 清 とratalbuminstandard(1、0.5、0.25、0.125、0.0625、0μg/mL)をELISA
用96穴 プレー トに50μLず つ 添 加 し、4°Cで一 晩 放置 してアルブミンをプレー トの 底 に吸 着させ た 。次 に
溶 液 を捨 て、1%ゼラチンを含 むPBSを 加 えて室 温 で2時 間放 置 してブロッキングを行 った。0.05%Tween
20を含むPBSで3回 洗 浄 した後 、peroxidase標識 付 き抗 ラットアルブミン抗体 を100uLず つ 添加 し、室
温 で2時 間 静 置 後アルブミンと結 合 させ た 。そ の後 、0.05%Tween20を含 むPBSで5回 洗浄 した。調 製
した反応 液 を200μLず つ 添加 して直ちに遮 光 し、そのまま約10分 間静 置 した。10分後 、反応 液 がお お
よそ橙 色に発 色 しているのを確 認 し、そこで6NHC1を50μLず つ添加 して反 応を停止 させ た。プ レー トリ
ーダーでABS(492/655)を測 定した。
第5項DNA合 成 能 の 測 定
BrdU(終濃 度40μM)を24時 間前 に培 地 に添 加 しておく。細 胞 を10096エタノー ルで浸 し冷 凍庫 で15
分 間 固定 した 。次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、DNAの 二 重鎖 を解 きほぐす ため2規 定 以上の 塩酸 に30
分 室 温で浸 した。次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、内 因性 のペ ルオキシダーゼをブロックするため0.6%
坦 酸 化水 素 水 を(100%メタノール:過 酸 化 水素 水 原 液 二49ml:1mlの割合)室 温 で30分 間 反 応させた 。
次 にPBSで3回(5分/回)洗 浄 、非特 異 的 反 応 のブ ロッキング を行った。次 に1次 抗 体(抗BrdU抗体20
0倍 希釈)を室 温 で1時 間 反 応 させた後 、2次抗 体(ABCkitbluelabel)を室 温30分 間 反応 させた 。最 後 に
VECTASTAINEIiteABCReagent(ABCkitgrayIabel)を室 温 で30分 間 反応 させた。染色 にはDABを 用 い
約10分 後 、冷 水 にて反 応を停止 させ た。BrdU陽性 細 胞 は茶 褐 色 に染 色 されており、顕微 鏡 下 で1視 野 ご
とに全 細胞 数 に対 するBrdU陽性細 胞 を係 数 し、そ の 割 合をBrdULabelingIndex(BrdULI.)とした。また、
1サンプル につき3視 野 、1条件につき3サ ンプル の 測 定 を行った。
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第6項 ウ レア 合 成 能 の 測 定
肝 実 質細 胞 の 培養 上 清を回収 し、ジアセチ ルモノオキ シム 法[27]により測 定 した。
第7項 肝 星 細 胞conditionedmediumの作 成
肝星 細胞 を2×105cells/cm2の播種 密 度 で培養 し、培養3日 目か ら7日 目まで培 地 交換 を行 わず 、この
時得 られ た培 養 上 清 を回収 、濾 過 滅 菌 後 、肝 実 質細 胞 の培 養2日 目か ら6日 目に 培地 として用いた。コン
トロー ルに はHFSF培 地を用 いた。
第8項MFBconditionedmediumの作 成
MFBを1×104cells/cm2の密 度で播 種 し5日 間 、10%FBS添 加DMEMで 培 養 した。HFSFに培 地 交 換
後 、48時間 までの 培 地をMFBconditionedmediumとした 。肝 実 質細 胞 培 養2日 目か ら6日 目までMFB
c。nditionedmediumにより培養 し、細 胞 計 数 および ウレァ合成 能 の 測 定 を行 った 。
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第3節 結 果 と考 察
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共 培養 において肝特異的機能のひとつであるアルブミン分泌能が維持されていたことから、異 なる指標
として別の肝 特異的機能の測定を行った。
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ウ レ ア 合 成 能(nmol/h/cm2)
Fig.4.肝星 細 胞 のconditionedmediumによ る ウ レ ア 合 成 能 維 持
ラット肝細 胞培養6日 目にジアセチル モノオキシム 法に よりウレア合成 能を測定 し
た 。HFSF培地 による培 養(Control)、ラット肝星 細胞 のGonditionedmediumによる
培 養 。エラーバ ーは標 準 偏差 、*P<0.05
第5項 筋線 維 芽細 胞 のconditionedmediumによる検 討
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本章では肝非 実質細胞の中でも特 に肝星細胞に注 目し、肝実質細胞との細胞間接触を伴わない共培養























方法を考案 した(Fig.7)。我々はこれまでにデンドリマーを光 固定 化反応により材料表面に固定化を行う方
法を開発した。そして、このデンドリマーを培養基材 に固定化し、末端のアミノ基 にリガンドとしてフルクトー
スを修飾したフルクトー スデンドリマーにより、肝実質細胞 の初期生着数の維持およびアポトー シスの抑制
に対する効果を報告 した[36]。光固定化反応は、光の照射可能な基材にはデンドリマーを固定化できる。
しかし一方で、光反応の効率 が悪く、また、光の 当たらない部分では反応が起こらないことから、特にバ イ
オ人工肝臓構築のために必要な3次 元担体への固定化には適さなかった。
本研 究ではデンドリマーの基材表面への固定化法を改 良し、デンドリマーを高密度に固定化することに








フルクトー スデンドリマー上のスフェロイドは基材へ の接着力が大変弱い。よって今回我 々は肝実質細
胞表 面に存在するアシアロ糖タンパクレセプターがガラクトー スを認識し、細胞 内 に取 り込むことから、培












Fig.7デン ド リマー の基材 表 面へ の 固定 化
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第2節 実 験 方 法







II)デンドリマー の 世代 増 加 反 応
Fig.9に示 す ように1)の 反 応 に 引 き続 き、0.36Mグル タル ア ルデ ヒド水 溶 液 を加 え 、その 後Tris
(2-aminoethyl)amineを加 えることで世 代 が 一世 代増 加す る。この 反応 を繰 り返 すことで、デンドリマー の








Fig,9.デン ドリマー の 世 代 増 加 反 応
Second-generationdendrimer
Fructose
Fig.10.デンドリマー末端 へ の1丿ガ ンド修 飾 反応
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2.方法
1)デンドリマー の 固定 化 反応
50mM古θ1をBuOKを各 ウェル1.5mLずつ注 入 し、室 温 で約1時 間静 置 した。液 を除去 した後 、0.36Mグ
ルタルアルデ ヒド水 溶液 を各 ウェル1mLず つ注入 し、室 温 約1時 間放 置 した。液 を除去 した後 、滅菌 水
で3回 洗 浄 した 。Tris(2-aminoethyl)aminelmLをpH9に調 整 した滅 菌 水18mLで希釈 し、各 ウェル あた
り1mLず つ 注 入 し、約 一時 間室 温 で放置 した。液を除去 した後 、滅 菌水 で2回 洗浄 した。尚 、全ての操
作 は無 菌 的 に行 った。
II)デンドリマー伸 長 反応
0.36Mグル タル アルデ ヒド水 溶 液 を各 ウェル1mLず つ注 入 し、室 温 で約 一 時 間放置 した 。滅 菌水 で洗
浄 後 、Tris(2-aminoethyl)aminelmLをpH9に調整 した滅 菌水18mLで 希釈 し、各 ウェル あたり1mLず
つ注 入 し、約 一 時間 室 温で放 置 した 。これ を1サ イクル 行 うことで、デンドリマー は1世 代 ずつ 成 長する。
今 回 は第5世 代までこの 反応 を繰 り返 した。尚 、全ての 操 作 は 無菌 的 に行 った。
皿)デンドリマー 末端 へ の リガンド修 飾 反応
リガンド溶 液 を各 ウェル1mLず つ注 入 し、4°Cで一 晩放 置 した 。リガンド溶 液 は100mMフル クトー ス 、
100mMガラクトー ス、100mMフルク トー スと100mMガラク トー スを1:1の比 で混 合 したもの の3条 件 を用
いた。水素 化 ホウ素ナ ト1丿ウム 水 溶 液を各 ウェル1mLず つ加 え、4°Cで一 晩 放 置 した。液 を除 去 し、滅 菌
水 で3回 洗 浄 した。尚、全ての 操 作 は無 菌 的に行 った。
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第2項 基 材 表 面 へ の デ ン ドリマー 導 入 量 の 定 量
1.原理
4-Fluoro-7-nitrobenz。furazan(NBD-F)は第1、第2ア ミンおよびアミノ酸 などと温和 な条 件 で反応 する
(弱ア ル カリ性 下 、60°C、1分間)。発 蛍 光 体 は 安 定 で 励 起 、蛍 光 波 長 が 比 較 的 長 波 長(λex=470nm、
λ。m=530nm)の強 い蛍光 を発す るが 、試 薬 自身 は蛍 光 を持 たない 。
2.測定
第1世 代 のデ ンドリマーを固 定化 した12wellプレー トに20μmol/LのEDTA・2Naを含 む50mMの ホウ
酸 緩 衝 液(pH=8)を0.6mL加えた 。さらに0.2mLのNBD-F溶液 を加 え、密 閉 して撹 拌 し60°C、1分間 湯浴
加 熱 後 、氷 水で冷却 した。冷 却 後50mMのHCIを0.8mL加え反応 を停止 した。プレー トの ままフルオ ロイメ
ー ジャーで(λex=470nm、λ。m=530nm)の蛍 光を測 定 した。アミノ基 定量 のた め 丁ris(2-aminoethyl)amineを
用 いて検 量線 を作 成 した。
第3項 ア ポ トー シス ・ネ クロー シス 細 胞 の 検 出
1.原理
アポ トー シスを起 こした細 胞 は細 胞 膜 透 過 性 が 変 化 し、YO-PRO-1色素 が細 胞 膜 内に 透過 するように
なるが 、Propidiumi。dide(PI)は透過 させ ない。これ ら2つの色 素 により、アポ トー シス細胞 を染め 分 けるこ
とが できる。また、死 細胞 はPIにより染色 され るた めアポ トー シス・ネクローシス細胞 の検 出が 可能 となる。
2.測定
Vybrant●Ap。ptosisAssayKit#4(MolecularProbes)を使用 した。
肝 実 質 細 胞 培養4日 目に培 地を除 去 し氷 冷 したPBSで 洗 浄 した 。ディッシュに氷 冷 したPBSを1mL加
え、YO-PRO-1およびPIをそれ ぞれ1μL加 え氷 上 で30分 間インキュベー トした。その後 、共 焦 点 レー ザ
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一顕微 鏡 で、530nmおよび590nmの励起光 により細 胞 を観 察 した。
第4項RT-PCR法 に よるHSP60,HSP70遺伝 子 の 増 幅
抽 出 したtotalRNAを鋳 型 としてRT-PCRを行 い 、HSP60、HSP70遺伝 子 の発 現 の 変化 を調べ た。ここで、
サ ンプル 内 のRNA量 を補 正す るため に、内部標 準 としてハ ウスキー ピング遺 伝 子 である/3‐actinのプライ
マーもPCRの 反応 液 中に同 時 に加えた。この 実験 で用 いたHSP60,HSP70,β一actin遺伝 子 のプライマー






第5項 ウ レア 合 成 能 の 測 定
第1章 第1節 第6項 に準じて行 った。
第6項 ア ル ブミン遺 伝 子 発 現 量 の 測 定 方 法
第2章 、第2節 、第4項 に準 じた。





第3節 結 果 と考 察
第1項 新 表 面修 飾法 の 開発
これまで、デンドリマーの基材表面への修飾 は光固定化反応により行ってきたが[36]、今回、より効率 よ
く高密度に固定化する方法 を開発 した。





が、効率良くデンドリマーを基材 表面へ 固定化できることが明らかとなった。したがって、今後 、デンドリマ






Fig.11.新表 面 修 飾 法 に よ る デ ン ドリマ ー 固 定 量 増 加
基 材 表 面 に 固 定 化 され た 第1世 代 デ ン ド1丿マー の ア ミノ基 に 蛍 光 ラベ ル 化 剤
で ある 、4-fluoro-7-nitrobenzofurazanをラベ ル 化 し、そ の 蛍 光 強 度 に よ りア
ミノ基 を定 量 した 。エラー バ ー は 標 準 偏 差 、*P<0.05
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第2項 フル クトー スデ ンドリマー 上での 肝スフェロイド形成
これまでの検 討か らリガンドとしてフルクトー スを修飾 したフルクトー スデンドリマーを用いて肝実質細胞
の培養を行った。光学顕微鏡による観 察か ら、フルクトー スデンドリマー上で培養 した肝実質細胞 は培養




Fig.12.フル クトー スデ ン ド1丿マ ー 上 で の 肝 ス フェロイ ド形 成
フルクトー スデンドリマー上でラット肝細胞を成長因子などの添加
なしに4日間培養した。
第3項F/Gデ ンドリマー による肝 スフェロイドの 固定
肝実質細胞 表面 に存在するアシアロ糖タンパクレセプターがガラクトー スを認識し、細胞 内に取り込むこ
とから、培養基材表面にスフェロイドを形成させるためのフルクトースと、スフェロイド接着 のためのガラクト
ースをリガンドとして1・1の比で共固定したF/Gデ ンドリマー上で細胞培養を行った。同時にフルクトー ス










Fig.13.F/Gデン ドリマ ー に お ける 生 着 細 胞 数 維 持
フル クトー ス(□),F/G(△)、ガラクトー ス(●)修飾デンドリ
マー 上および 、コントロー ルとして細胞培養用プレート(◆)
で、ラット肝 細胞を培養し、培養2,4,6日目に生着細胞数を
トリパンブルー色素排除法にて測定 した。エラー バー は標準
偏 差、コントロールとの有意差**Pくo.oi






ガラクトー スの比を1:1としたF/Gデンドリマー上ではスフェロイドが長期間生着を保つため 、高い生着 細





第4項 リガ ンド修 飾 デンドリマー の肝 実 質細 胞 へ の 影響







あるいはF/Gデンドリマーではどちらもアポ トー シス・ネクローシスが抑制されていた。ここで、ガラクトー ス
デンドリマー上の細胞はネクローシスを起こしているが、アポトー シスは抑制されており、また、すべての細








Fig.15.アポ トー シ ス ・ネ ク ロ ー シ ス 細 胞 の 検 出
リガンド未 修飾のデンドリマー(Nonligand)、フルクトースデンドリマー(フルク
トース)、F/Gデンドリマー(F/G)、ガラクトースデンドリマー(ガラクトー ス)上
でラット肝細胞を2日間培養 した後 、アポ トー シ ス・ネクローシス細胞 を蛍光色
素 により染 色し、共焦点 レーザー顕微 鏡により解析 した。左から明視 野、ア
ポ トー シ ス細胞を染色するYO-PRO-1、ネクローシスあるい は後期 のアポ
トーシスを染色するPl、そして重ね 合わせた画像 。
第5項HSP60、70の 発 現
細 胞 が 基 材 からうけるストレスを評 価す るため に、ストレスタンパク質(HSP)につ いて解 析を行 った。
ス トレス 蛋 白質 は細胞 にかか るス トレスによってその 合 成 が誘 導 され る。ストレスには 熱ショックをは じめ 、
機 械 的 外傷 、低酸 素 、重 金属 、砒 素な ど有害 毒 性 物 質などへの 暴 露の 他 に 、様 々な病 理 的ストレス 、例 え
ば発 熱 、虚血 、活 性 酸素 暴 露 、組 織 損傷 や ウイル ス感 染 などの 生体 内 ストレスも含まれ 、これ らが 細 胞 に
ス トレス 応 答 を 引 き起 こす 。そ こで 、代 表 的 なス トレスタンパ ク質 であ るHSP60[39]、70[40]につ い て
RT-PCR法により半 定 量 的な解析 を行 った。
サ イクル数 を変 化 させてHSP60、HSP70、および β一actinの発現 量 を調 べた 結 果、HSP60、HSP70、β
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一actinに関 しては30サ イクル でプラ トー に達 しておらず 、定 量性 が 得 られ ることを確認 した 。30サイクル の
泳動 パ ターン(Fig.16(A))を画 像 解析 ソフト(Sci。nlmage)により数 値 化 し、HSP60、HSP70の発 現 を β一actin
の発 現 量 に対す る比 として定量 化 した結 果がFig.16(B)である。
HSP60、HSP70ともにコントロー ルの細 胞 に比 べ 、デンドリマー上 で培 養 した細 胞 においては 発現 量 が少
なくなっていた。特 に培養6日 目においては リガンドをF/Gデンドリマー 上で培養 した細 胞 においてHSPの
発現 量 は低 い値を示 していた。
これ らの結 果 か ら、コントロー ル に比 べ 、リガン ド修 飾 デンドリマー は培 養 基材 として細 胞 に対 す るス トレ
スが 少ない と考 えられ る。特 に培 養6日 目におい てはF/Gデ ンド1丿マー において、HSPの発 現 量 は 低 い値
を示 していた 。これ は 長期 培養 によってか かる培 養 基材 か らの ストレスが 特にこのデン ドリマー において は
少 なかったためでは ないか と考 えられ る。
以上 の結 果 から、F/Gデンドリマー は肝 実 質細 胞 に与えるス トレス の少ない培養 基 材 であ り、アポ トーシ
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Controlフル クトー スFIGガ ラクトー ス
Fig,16.HSP60・70遺 伝 子 発 現
(A)ラット肝 細胞 を細 胞胞培 養用プ レート(lane1)、フル クトー スデンドリマー(lane2)F/Gデン ドリマー(lane3)、ガラクトー スデンドリマー(lane4)で
培 養 、6日目に トー タルRNAを抽 出し、RT・PCRを行 った。(B)画像 解析 により、ハ ウスキ ーピング 遺伝 子であるβアクチンを基 準 に、相対 的な発現 量 を
表 した。
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辜 蠶 蒙 羹
Fig.18.FIGデ ン ド リ マ ー に お け る ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 発 現 維 持
ラット肝細 胞 を細 胞培 養用 プレー ト(lane1)、フルクトー スデ ンドリマー(lane2),F/Gデン ドリマー(1ane3)、ガラクトー スデ ンドリマー(lane4)
で培 養 し,3日目および6日 目にトー タルRNAを抽 出 し、RT-PCRを行 った 。
第7項F/Gデ ンドリマーを用 いた肝 星細 胞 の 共培 養
第1章で述べたように、細胞間接触を伴わない肝実質細胞と肝星細胞 の共培養 において、肝機能 は



















生 着 細 胞 数(・1α4cellslcm2)
Fig.19.FIGデンドリマー による生 着細 胞 数維持
ラット肝細胞単独培養(Control)、ラット肝星細胞を播種 し数 日培 養
後、カルチャーインサートを用い て細胞間接触を伴わない共 培養お



















な細胞障害 や細胞 毒性に対する保護効果が報告されており[41]、その結果アポトー シス・ネクローシスを
抑制 したと考 えられ る。ここでガラクトー スは細胞接着維持に働くと同時に、ネクローシスを起こしているも






第3章 生 体 内 異 所 性 肝 組 織 の 構 築
第1節 諸 言
Seglenらによってコラゲナーゼ潅流法による肝実質細胞を高 いviabilityで回収する方法が確立されて以
来、肝 細胞移植の基礎的研 究が可能となった。これまでに多くの研究者らによって肝細 胞移植の有用性
が実験動物で示されてきた[23]。近年 、アメリカを中心に肝不全 、先天的代謝性肝疾患で、臨床的肝細胞
移植の有効例が報告されている[42,43,44]。現在のところ、急性肝不全の唯一の根治的治療 は肝臓移植
であるが、旺盛な肝臓の再生能 力を考えれ ば、宿 主の肝臓が 回復するまでの期間をバイオ人工肝臓 や肝
細胞移植で橋渡しできれ ば、患者への負担の大きい肝臓移植手 術を避けることができる。





あるいは慢性肝不全の治療 、3)肝臓癌の補助療法 、また、基礎 的研 究として5)ヒト肝細胞を免疫不全動
物に移植することでヒト肝細胞のみ に特異的に感染するB型 、C型肝炎ウイルスなどの感染症モデルを確
立し、その予防や治療を検討することができる[45,46]。
上記 の疾患の 中でも先天性代謝異常の原因は肝酵素の先天 的欠損によるものであり、単独の肝代謝
酵素異 常症では宿 主の肝構 造は正常である。したがって、必ず しも全肝を取 り替える必 要はなく、欠損し









元担体をラット腹腔 内に移植し、生体 内異所性肝組織 について検討した。
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第2節 実 験 方 法









第2項 遠 心法 による肝 実 質 細 胞高 密 度 培養
遠心 による肝実質細胞へ の障害を防ぐために、肝実質細胞を単離するときと同じ条件(4°C、50×g.1分
間 ×3)で遠心した。









続 きジエチル エーテルを吸 引させ るが 、効きす ぎると死ぬ こともあるの で常 に注意 が 必要 である。まず 腹部
の 毛をバ1丿カンで刈 る。腹 部 下部 の外 皮 のみ に縦 に約1cmの 切 れ 込 み をいれ 、続 いて内皮 も約5mm切 り、
腸 管 を確 認 した。肝 実 質細 胞 を遠心 法 で充填 し、培 養6時 間後 のIP200を4個、腸 管 の 間に挿 入 した。内
皮 、外 皮 を手 術 用 縫合 糸 で縫 い、患部 を消 毒 した。ラットが 覚醒 す るまで 、保 温 器で体温 を低 下 させな いよ
うに した 。
2.血清 の調 製
移 植 前 、移 植 後1、2、3週間 目に尾 静脈 より採 血 した。血 液 サ ンプル は常 温 で2時 間静 置 後 、常温 で遠
心(2000×g.5分間)し、血 清 を得 た。尚 、血 清 は 分注 し一80°Cでassayまで保存 した。
第4項F/Gデ ン ドリマ ー に よる生 着 細 胞 数 維 持
IP200を0.1N塩酸 で洗 浄 しOH基 を露 出させた。N,N'一カルポジイミダゾール(CDI)溶液(CDI80mgを5mL
の無 水ジオキ サ ンに溶 解)にIP200を浸 し2時 間 反応 を行 った。無 水 ジオキ サンで洗 浄後 、第4世 代 デン
ドリマー溶 液(Starburst⑪(PAMAN)Dendrimer,Generation4)を加 え1時 間 後 、水 で洗浄 した。以 上 で、1P200
表面 に第4世 代 の デンド1丿マー が修飾 され た。リガンドの デンドリマー へ の修 飾 は第2章 、第2節 、第i項 に
準 じた 。
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第3節 結 果 と考 察






しかし、これまでにHAは 肝実質細胞 の培養には適さないとの報告がある[50]。今 回は骨髄細胞移植の際
にinV/VOにおける血管新生能が高いとの報告がある多孔質ヒドロキシアパタイトディスク[51]を肝実質細
胞培養の3次元担体とした。








生 着 細 胞 数(×10-4cells/disk)
















Fig.21.遠心 法 に よる肝 細 胞 高 密 度 培 養
ラット肝細胞をIP200に遠心法(50×誤1分 間)で充填 し、培 養6日目に
トリパンブルー色素 排除法で生 着細胞 を測定 した。エラーバーは標
準偏差 、**Pく0.01
第3項IP200における血 管 新 生
移植肝実 質細胞の生体 内での生着を確認するため、血清アルブミン濃度の極めて低 い、無アルブミン
ラット(NAR)[52]を用い、肝実 質細胞を移植した。NARがJcl:SD系であることから、肝実質細胞ドナーラッ
トとしてJcl:SDラットを用いた。





Fig.22.IP200を用 い た肝 細 胞 移 植 に よる血 管 新 生
ラット肝細胞を充填したIP200を無アルブミンラット腹腔内
に移植、3週間後にHE染色し血管新生を確認した。
第4項IP200を用 いた肝実 質細 胞 移植 による血 清 アルブミン濃度 上 昇



















Fig.23.IP200を用 いた肝細 胞 移 植 による血清 アル ブミン濃 度 上 昇
ラット肝細胞をIP200に遠 心法(50Xa、1分間)で充填 し、無 アルブミンラット腹腔 内に4個移 植し



















生 着 細 胞 数(X10'4cells/disk)








有効性を示した。これまでに肝実質細 胞 はヒドロキシアパ タイトへ直接には生着しないとの報告があった
[50]。しかし、今 回用いたIP200は均一な小孔が互いに規則正しくつながった連通 管構造をしており、また、










肝機能代替を行う優れたバイオ人工肝臓 開発 には、用いる肝実質細胞の機能 を維 持することが重要
となる。
肝星細胞 はinvitroにおいて種 々のサイトカインを産生することが知られている。第1章 では、肝実質細






また、継代 培養可能な筋線維 芽細胞(MFB)を1型コラーゲンゲル上で培養 したときのconditioned
mediumによっても肝機能を維持することを確認した。通常、MFBはTGF一βを高いレベルで分泌し、また、




が生着細胞 数は経時的に減少 した。したがって、更に高機能なバイオ人工肝臓構築のため第2章 におい
て、細胞機能を損なうことなく生着を維持する培養基材の開発 について検討した。
今回開発 した新表面修飾法 により固定化 した、フルクトー ス修飾デンドリマー上で肝実質細胞 の培養を
続 けると、肝実質細胞がスフェロイドを形成することを見 出した。そして、フルクトー スおよびガラクトー スを
共 固定 したF/Gデンドリマーにより肝スフェロイドを形成させ基材上に固定することを示した。この時、F/G







近 年、肝機能を代替する方法として、肝臓移植 に比べて患者への負担が少ない、あるいは1人 のドナー
から複 数の患者に適用できるなどの理由から肝細胞移植が注 目されている。第3章 では、これまでに行っ
てきた肝実 質細胞sca幵。ldの研究から、肝実質細胞を播種した3次 元担体をラット腹腔内に移植し、生体
内異所性肝組織の構 築について検討した。






差 はなく1年以上にわたって繁殖可能である。また、血清 中の総タンパク質量に差 はなくアルブミンの欠損
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